PCT 

REQUETE 



Le scussigne recuier: cue la preserve de~ande 
itemarionaie 30it rrairee confcrmemen; au 7ra::e ae 
cccpera:;cn en mac:ere ie brevet. 



Reserve a !*of:"c= recepteur 



Demande :r.:er 



Dare du derc: :n:e—a;:cr:ai 



~:err:a::cr:a;e ?C~! 



Referer.ce -u dosser du deposar.: ou du ~a^daca:re 
U scrcctzrez Ts -r.c~:~'jjr.; 



Cadre n J I TITRE DE L'INVENTION 

Mouvelle cyclosporine ayant prcfil d'activite a^aliori 



I Cadre n* II DEPOSA.VT 



Nom e: adresse : .-'Vo/n t'cmilU sur.-i du orinom; oour une perzcnne r.orcle. designation 

-:ffc :e de zomolete. i damzze dot: zomorendre le : oce ocs :a I et ie nom d u per,:. Li p zr-z a ^ ; \ r trtz 

: aaresse mdlcuee dens ze zadre est I '£:at ou le depesant z. son dome -.id s: aucun dorr.izi.e \ j .^"Ilr'I 



r. 'est mdiaue c:~dessous.j 



er^onr.e es: auss: 
ver.teur. 



DE3IOPHARM S.A. 


, n J is telephone 




17, rue lies Terreaux 


1 021 - 321 


or " v 


1 00 0 Lausanne 9 


: n J ce teiecopisur 




Suisse 


; 021 - 321 


01 7 3 




'. n J ae teicirnpnrr.eur 

i 





Nationality t nom de rE:ac> 



Suisse 



Domic; is (nom de :'E*-an 



Suisse 



Lir.e personne est 
ceposant pour : 



□ 



tous !es riats 
desires 



«r— 7 ;ous !es Hua iisiar.is sauf i j les EiiCS-Unisd'A^T.tfricue [ j ;es E tats indicues dzrs 
><] iesEtaa-L'nisdVA^erique | j seuierr.er.t ! t lecadresuppierr.cnuiirs 



Cadre n* III AUTR£(S^ DEPOSANT(S) Of (AUTRE(S)) INVENTEUR(S) 



\ r om de rdnzille suivi du ore. 



pour ^ne personne morale, designation 



Nom et adresse : . _ . _ , , , , _ 

crticieile zomolete. L daresse doc: cq more rem le code postal el :e nam au pays. Le pays ze . 

i~cdresse mdlcuee dens ze zztdre est I ' £tat on le deoosant z son domicile si aucun acm:ci:e j 

r. 'est mdiaue zi-desscus.j ', 

Dr. WENGER Roland M * \ 

Grenzacherweg 45 ■ 

4:25 Riehen " | 

Suisse ! 



Certe persor.r.e ts: : 

| | asposanc seuienen: 

[^X^ deposanc inventeur 

| j invenciur seu'ernent 

(Siczt:e case est cocr.ee. 
ne ocs remplir la suite.; 



National:;; Cnom de l T E:ati : 



Domicile (nom de l'E:at) : 



Suisse 



Suisse 



Uerte pcrsonne :s: 
dertosar.r pour : 



□ ious'esEtats | i tous !cs Sua desi?nessauf 
designcs | | IcsHta^-L'^isd'Amenque 



[ | D'aurr=3 deposant^ ou in ven tears sont indiques sur ur.e feu i lie annexe. 



Cadre n 3 IV MANDATAIRE OU REP RE SENT A NT COMMUN; OU ADRES5E POUR LA CORRES PON DANCE 



La pcrsonnc done I'idcntiie est donnee ci-dessousest/a e:e designee pour agirau nom i j manc < 2ta i rc I 1 reprcsentar.t cemmun 
cu ou des deoosants aupres des auton'tes intemacionaies compctentcs. comme: ! 1 1 1 ' 



Nom et adresse : Worn de familU sum du jre.nom; -me xnonne -norcii. distinction zijlcieile j n'dc telephone 

complete. L ddresse doit compnndr* U cede pcstci et le nom cv pays.) | -3^1 01 '1 

DEBIOPHARM S.A. 
Attn. : Mme CURRAT Vanessa 

17, rue des Terreaux ; a ^ c . dcimpr ; mcur 

1 000 Lausanne 9 
Suisse 



n J dc tciccopicur 

02; - 321 01 73 



Adresse pour Ij correspondence : dochcr :ene .^e lorsouc aucup. mar.dataire r.; repre^cntar.t commun n'est. n a etc dey.^.- 
et a^e ! e^pace c:-dcss^s est uEiiiie pour :nd:qucr ur.; adrc>Sw ^pcj:a ; e a iacue::- .a jor-esconda^ce do:: e'.re er.-- o> ee. 



0 1 ; prerr. . 



9 



Suite du cadrs n* III ACTRESS) DEPOSaNTi'Sj Of - AUTRZtS)) INVENTEUR(S) 



5/ awcwn des sous-cadres suivants n 'est utilise, certs feuiile ne doit pas edre inciuse dans la requite. 



Ncm et adresse : ■ >(?/?? as 'amide jy:v: prencm; pour une perzznne T.crzie. zesigratian 
ojjicielle z amp <ete L da/esze do it z amor snare le code postal et .e nam zu jrcyj. 1^ le 
. ir.cljuee da.ns ze zaare est . 'a tat ou le ze pes ant z son zcmici.e z: aucun 

n'est ^ *j <? _* : - j j c . , 

MUTTER Manfred 



.^er.e re::cr.r.e es; : 

i -erosar: seuiemer: 



ce _a 



encqe 



■:; e: 



1 023 Preverenges 
Suisse 



5; zase est ::ctc 
-re r<^r -empur .a suite 



Allema-ne 



^orr.ic.ie n .orr. zz . -:a:"' 
Suisse 



■^erte personne iSl 
aeposan: pcur : 



□ 



;cus .es c:ais 



:cus ies E:io ics:g"is saur* 5\T^ 'es E-o- 
esc:ats- : ->.isd'A.-T-.cr:qLC vNi 



! I le cadre suppie^erta.re 



N'om et acresce : f.\'om as ;amille suivi du prencm: pour ur.e perzonr.e mcrzie. assignation 
offlcielle complete. L 'adresse aott zomprenare le code postal et Is nom zu p<r.s Le pays ze 
■~adresze mdlquse dans ze caare est 1 'E:at ou le aeposan: z zor. zcmici.e z: zucur. aomicue 
n 'est indique a-zesscus./ 

RUCKLE^ Thorr.as 

Universite de Lausanne, Inst! cue de 
chimie organique 3CH - Dorigny 
1015 Lausanne 
Suisse 



Cer.e person r.e es: : 

; | depesar.; 2euierr.en: 

decosar.t e: inverteur 

i I mverieur seuierr.ent 
' 'Si zette zase est cocked, 
ne pas -empiir '.a suite., 



National ire (r.crr. de !*E:at) : 

Al lemagne 



Domicile i r.on de 

Suisse 



C;"e persorme es: 
deposant pour : 



□ 



| J lesEats-L.'nisd*.Arr.sr.que 



seuicmsr.t 



Nom adrss^s : ^.Vom aefamiiie sursi du prer.om; pour ur.e perscnr.e mcra:e. aes:g ration 
offlcietle complete. L zaresze aoit zomprer.dre le code pasta: et :e rom zu pays. Le pzr.z ae 
: adresse ina'auee darj ze caare est I 'Eta: ou le aeposan: z son domicile s: zucun acmicne 
n'est indique ci-dessous. ' 



C-r.t pcrscnr.e cs: : 

; t dsposan: se^ismer:: 

; | deposanc c: inventsur 

i | ir.v-r.tiur scuieaient 
' ' ,''Si cette case est caches, r.e 
pes "emplir la suite.) 



>4ationaliie 'r.om dc I'Eiat) 



Dcmic::c : nom de I'Eian 



dzzc pcrsonr.c est 
deposant pour : 



□ 



:cus les Hints 
design es 



□ 



:o\is ;« =.'zi's zcs:%r,cs sauf 
IcsE^ts-L'nisd'Amerque 



E — ri is d' .\>T.in que 



□ 



!es E:ats in dieses aar.s 
!e cadre suppierr.entaire 



Nom et adresse : (Mom de famitle sursi du prenom; pcur une personm morale, obsignation 
orficielle complete. L ddresse doit comprendrz le code postzt et .e nom zu pays. Le pcr/s ae 
I adresse mdiauee dans ce cadre est I 'Etc: ou le aeposan: z son aomicne si aucun aomtcue 
n'est Indique ci-dessous.) 



Ce"£ person r.e es; : 

| ] deposant sculement 

| j deposam et invemcur 

I inventcur seulement 

fSi cette case est caches, 
r.e pes rerr.ptir la suite./ 



Nationaiite (nom de I'Etat) 



Domic:;e (rom de i'EraO 



1 



^er.e person re es: 
deposant pour : 



□ 



;ous ies EtaG 
des i gncs 



□ :ous 'cs E:ais desi^nei sauf 
!es E'.au-L'r.tsd" Arncnquc 



□ 



!cs E'^LS-L'nisd^Amcnquc 
icuic 



□ Ics E^ats ;nd;cuii dans 
IccaUrc^uppicr^cr.tair; 



! | D'au:res de-osa^:s Invcr.tc-jrs sort :r.d:cue^ -.ur -r.e ^u::e teuiiie ar.rcxe 



Cadre n* V ^RsiGNATION D'ETaTS 



Les designations sui varices son: faites corjormemem a :a reg.e A9 a; 'ccc-er :*s zazez zpcropnees: une zu moms jot; . are, : 
Brevet regional 

g AP Brevet ARIPO : GH Ghana, GM Gamble, KX Kenya. L5 Lesctno. M\V Malawi, SD Soudar., SZ Swaziland. 
LG Gugarda, ZW Zimbabwe e: tout autre Eta: qui est un Eu: : or. tracts: du Prctocole de Harare et du ?C . 

g EA Br-vet eurasien : AM Armenie, AZ Azerbaijan. BY Belarus. KG K.rgmdiStam KZ Kazakhstan. MD Repuoticue be 
Moicova. RU Federation ae Russie. TJ Tadjikistan. TM T-::<rr.en:star. et :cu: autre E:at qui est urn ctat contracts be 
la Convention sur .e brevet eu rosier, et du ?C7 

S EP Brevet europeen : AT Autrtche. BE 3e:£ibue. CH et LI Suisse Liechtenstein. JIY Chypre. DE Allemagr.e. 
DK Dar.emark. E5 Esoagre. FT Finance. FR France. G3 Royacrre-Lm. GR ^r=c=. IE Irlarde, IT 
LU Luxembourg. MC Monaco. NL ?ays-3as. PT ?:rtuga:. 5E Suede e: tcut autre Eta: qu: est un -tat contract: :e a 
Convention sur ie brevet europeen et du ?C - 

X OA Brevet OaPI : BF 3ur:<ma Faso, 3J 3emn. CF RePLblioue ;:rtra;::came. CG Congo. CI Cote -J-.c:re. 

CM Cameroun, G A Gabon, GN Gumee, ML Mali. MR Mb—iame. NE Niger. SN Ser.egai._TD i cr.ac. TG . :go 
tout autre E:at ou: es; ur E;a: memore de i'CA?! e: ur» Eta: zbrbraciant du ?C ; j: z-u:re 'or^.s u^ pr~cec:;cr. — ^ 
:rzuanzenc iz: scur.~;'e?, -e precizer sur is: ::gre ^o:r.:::!eej 
Brevet national ■' s: ^? .r^rr? 'hrrr.e proiecncr. oude mx.mer: tz:zcu'rjzi:i<£. .e priz--zz- u . i^repotrJi.Uei 



I 



2 AL Albanie 52 

S AM Armen:e S LT L.ruame 

K AT Autriche S LL' Luxembourg 

S AL* Austraiie S LV Lertome 

^ AZ Azerbaijan S Pepubiique de Moidc 



S BA 3osnie-Herzegovme S Mo Madagascar 

S BB 3arbade 3 MK £x-? ipubiique yougoslave de MacidOL-.e . 



S3 BG Buisane 

S BR 3rJil S MN Morgoi.e 

3 BY 3e!arus 3 >" v 

53 CA Canada S >^ q-- 

K CHetLI Suisse c: Liech;ens:e:p. !S NO '^cr.ege 

3 CN Chine S >Z No uv-iie-Ziiande 



S CU Cuba S 

3 GZ Republique :cheque S PT Par.uga! 

S DE Allemagne S RO Roumar.ie 

S DK Danemark S RL* Federarion de Russie 

S EE £s:ome S 5D 5oucar. 

S ES Espagne 2 SE 5-ece 

ES FI Fmlar.de S 5G Sir.gapcur 

SI GB Rovaume-L'ni S 51 Sloveme 



S GE Georg:e H SK Slovaquie . . . 

S GH Ghana S SL Sierra Lecr.e 

H GM Gamble S TJ Tac;;<:sun . 

1 C> v E-.-. f' ? : m ii 'i . !S TM Turicmenis^m 



S3 HR Croatie B TR Turouie 

H HU Hongrie H TT Tr.n::e-e:-Tobago 

S ID Indonesie CS L*A Vkrair.c 

(2 IL Israel H L"G Ougir.da 



12 IS Islande E U5 E ----- 1S d'Ameirque 

H TP Japon 

H K£ Kenya H UZ Ouzbeic.siar. 

S KG Kirghizisian B VN 



3 KP Repubiique popuia;re democrtitique de Corce H YU Yougosiavic 

[g ZW Z;moarjwt 

3 KR Reoublique de Coree Cases reserves pour !a designation faux :"ns d'un brevet national) 

S KZ Kazakhstan d'E^ts qui sont devenus paries au PCT acres ia pubiication .e .a 

present; :eui:Ie : 

[2 LC Sainte-Lucic ^ - / 

[3 LK Sn Lanka S . OjJ '. . C^lOJJC^ 

£3 LR Liberia □ / 



Declaration concernant ics designations de precaution : outre ies designations fai:es oi-dessus, \c deposant rail ^uSSi conrorm..^^ 
a !a regie 4.9.b) :outcs ies designations qui serpent autorisees en venu du PCT. a i'excepnon de tout: designation indiquee ~ar> .e 
suppiementaire comme ecant exclue de !a ponee de cer.e declaration. Le deposant declare que ces designates additionne.e^on^a^^ 
sous reserve de confirmation et que toute jesignation qui n 'est pai cor.r:rrr.c:- avan: 1 'expiration d'un Oelai de 15 mots a compter 
de prionte doit ctre considered comme retiree par !e deoosar.t a expiration be cc deia:. Four sjnf-r^e^ :r.e Jestg^.ar.c^ '-^^^ 



ur.e ~'<?cl^rz!:on come ram ta Jr^.grcr.or, zutsr.jr. e: pcy ?r , :sl-^: -v Je:r*rj::c: -'c 
^cr.-entr J I'otTice r^cecfteur dsns e -v:'-: uV .' ^ ttj.-j- ■' 



Fsu:ile n J 



Cadre n* VI ^EVENDICATION DE PRIORITE 




1 j D autres rsverdications cc prxnts sen 1 
' 1 indiauees dans le cadre sue oi cm sntaire. 


Date de depot 
de la demande anterieure 
o u r/m o is.- ar.r.iej 


Numero j 


Lorsque la drrr.ar.de anterieure es: une : 


j de la demande 2r.izr.z~r- . 


demands rationale ; 
pays 


demande regional e ;* 1 cemance international; 
office regional ofy.cz rscerteur 


01 .07.1998 


I 

1 405/93 


Suisse 


! 





j ; L 'office receptee est prie de preparer e: de rrarsmerj*: iu Bureau international ur.s :cpie csrtifiee confcrrr.e de laou des jemcrces ; 

ar.terieures ' j eute.-r.er.es: la de man de ant ir :eure a ete dip osie auprks ae l'o fflc e c 'u : . - ilx f.nz de 

ic preserve demar.de :nterr.auor.aie, es: I 'office ricspceurj mciquees ci-dessus au(x) ~oint(s) : i 

' j / .a a e ma nee anterieure ■> jr K/re demand? APJPO il es: abligataire d'indiquer dans le cadre susolementaire azi -no ms ur. aays acme j .a Corr.tr:: or. ■ 
de Parts pour ic protection de laprccnete Industrie He pour leauei zztte aemence anterieure a e:e sedesee 're%>.e -i iQ.br.:: t. Voir '.e scare sucaleT:er:a:r? \ 



Cadre n* VII ADMINISTRATION CHARGEE DE LA RECHERCHE INTERNATIONALE 



Choix de Pad m inistration chargee de la recherche 
Internationale (ISA) (si piusteurs administrations 
cnargees de la recherche Internationale son: competences 
pour pr odder d la recherche Internationale, tndiquer 
I administration chotsie; le code a deux lettres pent etre 
utilisi) : 

ISA/ 



Demande d'utiiisation des resu teats d'une recherche anterieure; mention de 
certe recherche (si urte rechercre anterieure a ete effectuie par I 'aa.mimstrct:Gn 
char-gee de la recherche Internationale ou demandie a cet'e dernterei " 



Date (j 'our/mo is/anniej 
13.03.99 



Numero 

31241 CH 



Pays (ou office regional) 
0E3 



Cadre n* VIII BORDEREAU; LANGUE DE DEPOT 



La presenter demar.de Internationale cornier. t 
le nombre de feuiiles suivant : 



requete 

description (sauf partie reserves 
au listage des sequences) 

rev en di cat ions 

abrsge 

dessins 

partie de la description reserves 
au listage des sequences 

Nombre total de feuiiles 



Li ou ies elements caches c:-arjres sort joints a la preserve demande in:err.a:ic 

1. £3 feuille de caicui des taxes 

2. □ pouvoir distinct signs' 

3. □ copte du pouvoir general; numero de reference, le cas ec heart : 

4. □ explication de ''absence d'une signature 

5. SI document(s) de priori tc incique: 5) dans le cadre n 3 VI au(x) point(s) : 

6. □ traduction de la demande intemationaie en (I argue) ; 

7. □ indications separses concemant des rnicro-o rganisrr.es ou autre materiel 

bioiogique deposes 

S. Q liruage des sequences de, nucleotides ou d'acices amines sous forme 
cecniffrable par ordinate ur 

9. □ aurres elements (precise rj : 



Figure des dessins qui 
doic accompagner 1' abrege : 


Langue de depot de la ^ 

demande intemationaie : Frangais 


Cadre n a LX SIGNATURE DU DEPOSANT OU DU MANDATAIRE 



A cote de chaqzie signature, ina'iquer le nom du signatatrs et. si czla n 



DEBIOPHARM S.A. 

17, rue des Terreaux 
1003 LAUSANNE 
SUISSE 



de la requite, d qvei litre I "inter esse s:gre. 



Vanessa CURRAT ^ 

Depart ement Propriete Intellectual le 




Reserve a Loffice recepteur 



1. Date effective de reception des pieces supposees 
constituer la demande intemationaie : 



3. Date effective de reception, rectifies en raison de la reception ulte- 
rieure, mais dans les delais, de documents ou de dessins completant 
^cequi est suppose constituer la demande internationals : 



-t. Date de receotion, dans Ies delais, des corrections 
demandees scion I' article 1 1.2) du PCT : 



2. Dessins 



□ 



non recus : 



5. Administration chargee de la recherche 
intemationaie (si plusieurs sont competentes) : 



ISA / 



□ 



i ran amission de la copie de recherche differss 
jusqu'au paiement de la taxe de recnerche. 



Reserve 2u Bureau international 



Dace de reception de I'exemplaire 
original par !cr 3ureau international : 



^ PCT £0 :0I i derm-re fcuiile' ~i ^ '•^^ 



TRAITE DE COOPERATION EN MATIERE DE BREVETS 

PCT 



RAPPORT D'EXAMEN PRELIMINAIRE INTERNATIONAL 

(article 36 et regie 70 du PCT) 



Reference au dossier au seposant ou cu 
manaataire 

DPH 030 - PCT 


! voir ; a notification ae transmission au r aoport a'examen 
i POUR SUITE A DONNER prenmnaire 'nternational formuiaire ^C^" IPEA^lSi 

1 


Demande Internationale n J 
PCT/IB99/01232 


: Date du deoct international jcunmois^anree) 
1 

! 30/06/1999 


Date prion te ; jour, met $.-annee 
01/07/1998 


Classification Internationale des orevets 
C07K7/64 


OB) ou a ia fois classification nancnaie et C:3 




Deposant 






DEBIOPHARM S.A. et al. 







1 Le present rapport d'examen preliminaire international, etabn par i'administaration cnargee ae I'examen preiiminaire 
international, est transmis au deoosant conformement a Particle 36. 



2. Ce RAPPORT comprend 4 'euitles, y compns ia presente feuille de couverture. 

— It est acccmpagne d'ANNEXES. c ! est-a-dire ae feuiiles de la descr'Dt:cn. des 'evenaicaticns ou des dessirs qui ont 
ete modifiees et qui server: de base au present rapoort ou de feuiiles contenant des rectifications 'aites auores de 
"administration chargee de I' exam en preiiminaire international (voir ;a regie 70. 1 6 et "instruction 607 des Instructions 
administratives du PCT). 

Ces annexes comprennent feuilles. 



3. Le present rapport contient des indications relatives aux points suivants: 



I S Base du rapport 

II — Pnonte 

III Z Absence de formulation d'opimon quant a !a nouveaute, i'activits inventive et ! a pcssibilite 

d'appiication Industrielle 

IV Z Absence d'unite de "invention 

V S Declaration motivee selon I'articie 35(2) quant a la nouveaute, I'activsta inventive et la ooss;bilite 

application industrielle; citations et explications a I'apDui de cette declaration 

VI Z Certains documents cites 

VII Z irregularis dans la demande Internationale 

VIII Z Observations relatives a ia demande Internationale 



Date de presentation de la cemande d'examen preliminaire 
T.ternationaie 

22'0 1/2000 


Date d'acnevement au oresent rapport 
13 05 2CCC 


Nom et adresse postale ce /administration chargee de 
I'examen preiiminaire nternational: 

^ Office europeen des orevets 
D-3C298 Municn 

'el -49 39 2399-0 Tx; 523655 ecmu d 
"ax: -49 39 2399 - 4465 


Fonctionnaire autortse ^y^^*^s^ 
G. Williere £ // 

v% , y/ 

N" de 'eieoncre -49 39 2399 3543 



"ornuiaire D C~ 'PEA,409 .feuiile de couverturei 'janvier *994^, 




RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande intemationale n° PCT/IB99/01 232 



I. Base du rapport 

1 . Ce rapport a ete redige sur la base des elements ci-apres (ies feuilles de remplacement qui ont ete remises a 
i'office recepteur en reponse a une invitation faite confcrmement a "article U son! cons.derees. dans ie present 
rapport, comme "initialement deposees" et ne sent pas jointes en annexe au rapport puisqu'eiles ne contiennent 
pas de modifications.) : 

Description, pages: 

1 -18 version initiaie 

Revendications, N°: 

1 -7 version initiaie 

Dessins, feuilles: 

1/3-3/3 version initiaie 

2. Les modifications ont entraine i'annulation : 

□ de la description, pages : 

□ des revendications, n 3S : 

□ des dessins, feuilles : 

3. □ Le present rapport a ete formule abstraction faite (de certaines) des modifications, qui ont ete considerees 

comme allant au-dela de I'expose de ['invention tel qu'il a ete depose, comme il est indique ci-apres 
(regie 70.2(c)) : 

4. Observations complementaires, Ie cas echeant : 



Formulaire 3 GT iPEA/^C9 ■ cadres !-V!M. feutlle r, fjanver 19941 



RAPPORT D'EXAMEN 

PRELIMINAIRE INTERNATIONAL Demande Internationale rr PCT/IB99/0 1 232 



V. Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive et la possibility 
d'application industrielle; citations et explications a I'appui de cette declaration 

1 . Declaration 



Nouveaute 


Oui : 


Revendications 


1-7 




Non : 


Revendications 




Acttvite inventive 


Oui : 


Revendications 


1-7 




Non : 


Revendications 




Possibility d'application industrielle 


Oui : 


Revendications 


1-7 




Non : 


Revendications 





2. Citations et explications 
voir feuille separee 



: ormuia f r9 =C 1 3 EA,4QS ■■ cadres I-V'li. 'euitia 2) -janvier *.9S4) 



5 

RAPPORT D'EXAMEN Demande Internationale rr PCT/I B99/0 1 232 
PRELIMINAIRE INTERNATIONAL - FEUILLE SEPAREE 



Concernant le point V 

Declaration motivee selon I'article 35(2) quant a la nouveaute, I'activite inventive 
et la possibility d'application industrielle; citations et explications a I'appui de 
cette declaration 

1 . II est fait reference aux documents suivants: 

D1 : EP-A-0 484 281 (SANDOZ AG :SANDOZ LTD (CH); SANDOZ AG (DE)) 6 
mai 1992 (1992-05-06), cite dans la demande, 

D2: PAPAGEORGIOU C ET AL: 'ANTI HIV-1 ACTIVITY OF A HYDROPHILIC 
CYCLOSPORIN DERIVATIVE WITH IMPROVED BINDING AFFINITY TO 
CYCLOPHILIN A' BiOORGANIC & MEDICINAL CHEMISTRY LETTERS, vol 
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mhibitrice du HIV-1 et n'ayant pas I'activite immunosuppressive de la CsA. son 
utilisation pharmaceutique et une composition pharmaceutioue la comprenant. 
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position 4 de la CsA resultait n'est en moins dans des composes ayant une forte 
activite inhibitnce du HIV-1 et n'ayant pas I'activite immunosuppressive de la CsA. 

4. Le sujet des revendications est done nouveau et mventif vis-a-vis de Tart anteneur 
cite dans !e rapport de recherche Internationale (articles 33(2) et (3) PCT). 
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page 4. ligne 45 - ligne 56 

PAPAGEORGIOU C ET AL: "ANTI HIV-1 
ACTIVITY OF A HYDROPHILIC CYCLOSPORIN 
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etre consideree comme nouvelle ou comme impliquant une activite 
inventive par rapport au document considere tsolement 
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Nouvelle cyclosporine ayant un profil 
d'activite ameliore 

5 

La presente invention traite d'une nouvelle cyclosporine (Cs) de 
son utilisation phannaceutique ainsi que d'une composition 
pharmaceutique la comprenant. 

10 

Les Cs sont une classe de undecapeptides cycliques, poly-N- 
methyles, possedant plusieurs activites pharmacologiques, en 
particulier ce sont des agents immunosuppresseurs, anti- 
inflammatoires, anti-parasitiques, suppresseurs de resistance aux 
15 drogues (anti-MDR) et anti-virales. La premiere cyclosporine 
isolee a partir d'une culture de champignon est la cyclosporine A, 
que Ton trouve a l'etat naturel et qui est representee par la 
formule suivante: 

20 Structure de la cyclosporine A 



10 

MeLeu- 
I 

MeLeu 
D-Ala- 
8 



11 

MeVal- 



■ Ala- 
7 



MeBmt- 



- MeLeu - 
6 



2 

-Abu- 

■Val- 
5 



3 

— Sar 

■MeLeu 
4 



Abu - acide L-a-Aminobutyrique 

Ala = L-Alanine 

25 MeBmt = N-Methyle-(4R)-4-[(E)-2-butenyl]-4- 

methyle-L- threonine 
Leu = L-Leucine 
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MeLeu = N-Methyle-L-leucine 

MeVal = N-Methyle-L-valine 

Nva = L-Norvaline 

Sar = Sarcosine 

Thr = L-Threonine 

Val = L-Valine 



Les acides amines decrits suivant leur abreviation 
conventionnelle sont de configuration L a moins qu'il en soit 
10 spedfie autrement. 

Depuis que oette premiere cyclosporine a ete decouverte un grand 
nombre d'autres varietes ont ete isolees et identifiees de meme 
que des varietes non naturelles obtenues par des methodes 

is synthetiques ou semi-synth6tique3v ou meme pari application de 
techniques de culture modifiees/ La production de*4a cyclosporine 
A est decrite par [Kobel et al. European Journai of applied 
Microbiology and biotechnology 1^,237-240 (1982)]. On d&xit aussi 
la fabrication de cyclosporines artificielles produites par methode 

20 purement synthetique developpee par R. Wenger - voir Traber et 
al. 1, Traber et al. 2 et Kobel et aL, US 4,108,985; 4,210,581; 4,220,641; 
4,288,431; 4,554,351 et 4,396,542; EP 34 567 et 54 782; WO 86/02080; 
Wenger 1, Transpl. Proc.15, Suppl. 1:2230 (1983); Wenger 2, 
Angew. chem. Int. Ed., 24,77 (1985); et Wenger 3, Progress in the 

25 chemistry of organic Natural Products 50, 123 (1986). 

La cyclosporine A (CsA), isolee il y a 20 ans a partir du 
Tolypocloduim inflatum possdde une forte activity 
immunosuppressive. EUe a revolutionne la transplantation 
30 d'organes et est couramment utilisee dans le traitement de 
maladies auto-immunes. Pour une vision recente de 1'utilisation 
de la CsA et ses mecanismes d'action voir Wenger et al: 
Cyclosporine Chemistry, Structure-activity relationships and 
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Mode of action, Progress in Clinical Biochemistry and Medecine, 
Vol. 2, 176 (1986). 

L'effet therapeutique de la CsA resulte principalement en la 
5 suppression selective de 1' activation des lymphocytes T. Cette 
activite immunosuppressive s'explique par le fait que la CsA se 
lie a un recepteur proteique intracellulaire, la cyclophiline A 
(CyP) formant un complexe CyP-CsA qui va interagir avec la 
calcineurine (CaN) et inhiber ainsi son activite phosphatase. 
10 Ainsi la transcription de families de genes a activation precoce 
sera bloquee (cf: O'Keefe, S.J; Tamura, J; Nature 1992, 357, 692-694). 

Le sujet de la presente invention est la production d'une 
nouvelle cyclosporine a forte activite inhibitrice du HTV-1 (virus 
15 de rimmunodeficience humaine), n'ayant pas l'activite 
immunosuppresive de la CsA. 

La mode d'infection de HIV de type 1 est unique parrni les 
retrovirus car il necessite l'incorporation specifique dans son 

20 virion de la proteine cellulaire CyP qui va interagir avec la 
polyproteine Gag (cf: Eltaly Kara Franke, Bi-Xing Chen Journal of 
virology, sept. 1995. Vol 69, N°9). n est connu que la CyP se lie a la 
CsA et la CaN en un complexe ternaire. Cependant la fonction 
native de la CyP est de catalyser l'isomerisation des liaisons 

25 pep tidy 1-prolyl, une etape limitante et importante dans le 
processus permettant aux proteines d'acquerir une structure 
tridimensionnelle definitive. La CyP protege egalement les 
cellules contre les chocs thermiques ou sert de proteine 
chaperonne. Au contraire de la CsA, le produit du gene Gag du 

so HIV-1 interdit la formation d'un complexe ternaire avec la CyP et 
la CaN. En fait, le virus HIV a besoin de la Cyp pour se lier avec le 
produit du gene Gag de maniere a constituer ses propres virions 
(Cf: Franke, E.K; 1994 Nature 372:359-362). En presence de CsA il y a 
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competition directe avec la polyproteine issue du gene Gag de 
HIV-1 pour se lier a la CyP. Cette CsA va agir a deux niveaux sur 
la replication du cycle viral. Tout d'abord au niveau de la 
translocation vers le noyau du complexe preintegre puis dans la 
5 production de particules virales infectieuses. 

Le brevet US 4,814,323 decrit deja une activite anti-HIV de la CsA, 
cependant celle-ci presente aussi une forte activite 
immunosuppressive qui n'est pas souhaitee pour le traitement 

10 des patients infectes par le virus HTV. Recemment un autre type 
de cyclosporine a ete developpe , il s'agit de derives en position 4 
tels que Melle 4 Cs, MeVal 4 Cs, ou (4-OH) MeLeu 4 -Cs pour ne citer 
que les substances les plus anti-HIV et les moins 
immunosuppressives. Le derive [(4-OH) MeLeu 4 -Cs] est 

15 synthetise par oxydation de la cyeloporine- A a 1'aide d'un 
microorganisme. Un autre brevet WO 97/04005 emploie la 
methode de preparation du brevet EP 484 281 ainsi que et la 
methode d^veloppee par Seebach EP 194972 afin de produire des 
derives en position 3, tel que par exemple la (D)-MeSer 3 -(4r 

20 OH)MeLeu 4 -cyclosporine. Cette substance possede une meilleures 
affinite a la CyP, mais ne possede plus qu'une activite anti-HIV 
limitee par rapport au derive de reference Melle 4 -CS (NEM 811). Le 
caractere plus hydrophile de cette substance empeche sa 
penetration dans les cellules et dans Torganisme. Ceci se reflate 

25 directement sur 1' activite anti-HIV reduite de cette substance (c± 
Christos Papageorgiou, JJ. Sanglier et Rene Traber - Bioorganic & 
Medicinal Chimistry Letters, Vol 6, N°l, pp 23-26, 1996). 

Les substances decrites dans cette invention presentent le double 
30 avantage de conserver la meme affinite a la Cyp que celle 
observee pour la [(4 - OH) Meleu 4 ]-Cs ou la cyclosporine A tout en 
ayant une activite anti-HIV identique voire superieure a celle des 
derives de references (MeVal 4 -Cs ou Melle 4 -Cs) et nettement 
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superieure a l'activite anti-HIV de la cyclosporine A ou de la (4 - 
OH) MeLeu 4 -CS. Le sujet de l'invention est de fournir une 
nouvelle cyclosporine, n'ayant pas l'activite immunosuppressive 
de la CsA et possedant un profil d'activite ameliore. Cette 
5 nouvelle famille de Cs est caracterisee par la formule (I): 

r X U— Y Z — Val — MeLeu — Ala — (D) Ala— MeLeu— MeLeu — MeVal— 

I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 H 

(I) 



io dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 
U est -Abu, Nva, Val, Thr 

Y estSar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
Z est (N-R)aa ou aa={Val, lie, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OGJ, 
is Phe (Gj), PheCH 2 (G 3 ), Tyr (OG 3 )} avec R={alkyl > CH,}; 
G 1 ={Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 
G 2 ={CH 2 COOH, CH 2 COOMe(Et)}; CH 2 PO(OMe) 2/ CH 2 PO(OH) 2 } 
G 3 = {PO(OH) 2 , PO(OCH 2 CH=CH 2 ) 2 , CH 2 COOH, CH 2 CCOMe (Et) > 

20 Ainsi en remplaqant le groupement MeLeu naturel en position 4 
par un groupement N-(alkyl) aa (ou alkyl > CH 3 ), on ameliore 
l'activite anti-HIV 1 de ce ce derive. 

La nouvelle molecule de cyclosporine ainsi obtenue offre 
25 l'avantage inattendu et surprenant de presenter une bien 
meilleure stabilite a la metabolisation que toutes les autres 
cyclosporines connues jusqu'a present. 

Cette nouvelle molecule resiste beaucoup mieux aux 
30 phenomenes d'oxydation et de degradation qui ont lieu dans la 
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cellule. De ce fait, la duree de vie "in vivo" de cette nouvelle N- 
alkyl aa Cs se trouve particulierement prolongee. 

De plus, cette nouvelle N-alkyl aa 4 cyclosporine possede une 
5 affinite elevee pour la CyP et presente une activite anti-HTV egale 
ou superieure aux meilleures cyclosporines existantes. 

La figure 1 represente la structure generale de cette nouvelle 
cyclosporine. Les groupements Rl, R2, R3 et R4 seront largement 

10 decrits a la Table HL Ainsi en transformant ces 4 positions cles il a 
ete possible de conserver une tres bonne affinite a la cyclophiline, 
et d'empecher la formation d'un complexe ternaire avec la CaN et 
surtout d'augmenter de maniere particulierement avantageuse sa 
stabilite a l'oxydation enzymatique et par consequent son activite 

is anti-HIV . 

Cette nouvelle cyclosporine est done principalement caracterisee 
par la presence en position 4 d'un residu avec R > CH 3 et 
R < -C 10 H 21 . On utilisera comme substituant de Tazote par 
20 exemple Tethyle, le propyle, le butyle ou le pentyle, mais ces 
exemples ne sont pas limitatifs. Cette nouvelle cyclosporine est 
particulierement active lorsque le residu en position 4 est un 
acide amine N-ethyle (voir dessins 2et3). 

25 L'invention revendique egalement la composition 
pharmaceutique de la substance telle que decrite par la formule 
(I). Celle-ci peut-etre associee a une solution acceptable d'un point 
de vue pharmaceutique. La formule galeniqtie ainsi produite 
permet d' augmenter la solubilite dans l'eau ou de maintenir la 

30 compostion sous forme de microemulsions en suspension dans 
Teau. Le but de cette invention est egalement de fournir un 
nouveau medicament qui peut etre utilise par exemple dans le 
traiternent et la prevention du SIDA (syndrome 
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d'immunodeficience acquise). On utilisera tout particulierement 
la cyclosporin modifiee en position 4 par un residu Z etant 
N-ethyle-Valine pour la fabrication d'un medicament destine au 
traitement et a la prevention du SID A. L' application pour la 
i prevention du SIDA n'est pas limitative. Cette substance peut 
aussi etre employee par exemple pour ses proprietes anti- 
inflammatoires. 

En ce qui concerne le procede de fabrication de cette nouvelle 
o cyclosporin nous avons utilise les techniques classiques decrites 
dans la litterature ainsi que certaines methodes spedfiques 
developpees en laboratoire. 

Le procede de synthese de la CsA est decrit dans : R.Wenger 
5 (Helv. Chim. Acta Vol 67 p. 502-525 (1984)). Le procede 
d'ouverture de la cyclosporin A protegee (OAc) est decrit dans 
Peptides 1996. La molecule de CsA est traitee par le reactif de 
Meerwein (CH 3 ) 3 OBF 4 puis scindee par traitement a l'acide dans le 
methanol ou hydrolysee par l'eau, afin de la transformer en un 
20 peptide lineaire de 11 residus d'acides amines: H-MeLeu-Val- 
Meleu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar- 

OCH3. Ce procede a ete presente a la conference internationale de 
la societe europeenne des Peptides (EPS-24) a Edimbourg 8-13 
septembre 1996 et publie dans PEPTIDES 1996 par R.Wenger . Ce 
25 peptide lineaire est ensuite traite selon le procede classique de 
Edman afin de scinder son dernier residu d'acide amine (MeLeu) 
et de fournir notre produit de depart: le decapeptide H-Val- 
MeLeu- Ala-(D) Ala-Meleu-MeVal-MeBmt(0 Ac)- Abu-Sar-OMe . Ce 
produit est ensuite utilise dans les etapes suivantes: 



30 
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Preparation de (1) (protection): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeValMeBmt(OAc) 
-Abu-Sar-OMe (1) 

5 A une solution de 2.83 g (2.46 mmoles) du decapeptide H-Val- 
MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)-Abu-Sar-Ome 
dans 120 ml de dioxane sont ajoutes 0,72 ml (4.18 mmoles) d'une 
solution de diisopropylethylamine et 0.65 g (2.95 mmoles) de Boc 
anhydride dans 50 ml de dioxane. On rajoute 17 ml d'eau a la 

io solution qui est melangee pendant 2 heures a temperature 
ambiante. Le solvant est alors evapore et le melange reactif 
resultant est dissous dans 300 ml d'acetate d'ethyle puis lave 3 x 
avec une solution a 5 % d'acide citrique, 3 x avec une solution 
saturee en NaHC0 3 et enfin 3 x avec une solution en NaCl. Les 

15 phases organiques sont sechees au moyen de Na 2 S0 4 anhydre, 
filtrees et le solvant est finalement evapore sous vide. On obtient 
ainsi 3 g (98%) du decapeptide protege (Boc-decapeptide-methyle 
ester). 

20 Le produit est ensuite utilise pour les voies de synthese suivantes 
sans etape de purification supplementaire. Cette substance est 
hydrolysee puis activee et condensee avec 1 acide amine 
correspondant afin de produire un nouveau peptide a 11 residus, 
produit de depart pour la cyclisation et la production d'une 

25 nouvelle cyclosporine aux proprietes desirees. 

Preparation de (2) (Hydrolyse de Tester): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-MeLeu-MeLeu-MeValMeBmt(OAc) 
30 -Abu-Sar-OH (2) 

A 4.08 g (3.26 mmoles) du compose precedent (I) dans 146 ml de 
tetrahydrofurane sont rajoutes goutte-a-goutte (a 15 °C) 192 mg 
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(4.56 mmoles) de LiOH/H 2 0 dissous dans 36 ml d'eau. On agite le 
tout a 15 °C La reaction est complete au bout de 120 heures apres 
l'addition successive de 5 portions respectivement de 1.4 
equivalents de LiOH/H 2 0 chacunes. La solution obtenue est 

5 neutralisee par 0.1 N HC1 et le solvant est ensuite evapore. Le 
produit solide recupere est alors dissout dans 500 ml d'acetate 
d'ethyle et lave 2 x avec une solution a 5 % d'acide citrique et 2 x 
avec une solution de saumure. Les phases aqueuses sont extraites 
4 x par l'intermediaire de 50 ml d'acetate d'ethyle et les phases 

10 organiques regroupees sont alors sechees avec du Na 2 S0 4 
anhydre, filtrees et evaporees. On obtient ainsi 3.84 g (95 %) du 
compose (2). Le produit est alors utilise sans puriHcations 
supplementaires. 

15 Preparation de (3) (addition d'un nouvel acide amine): 

Boc-Val-MeLeu-Ala-(D)Ala-Meleu-Meleu-MeVal-MeBmt(OAc)- 

Abu-Sar-EtVal-OtBu (3) 



20 



6.18 g (5 mmoles) du compose (2) sont dissous dans 250 ml de 
dichloromethane anhydre sous argon. La solution est alors 
refroidie et on ajoute lentement sous argon 3.9 ml de N- 
methylmorpholine (10 mmoles^H 8.5) et 1.1 ml (10 mmoles) 
oTisobutylchloroformiate. La solution est agitee durant 15 minutes 
a -15 °C. On ajoute alors pendant 20 minutes une solution de 2.4 g 
25 (12 mmoles) de H-NEt Val-OtBu dissous dans 40 ml de 
dichloromethane anhydre. Le melange est alors agite 1 heure a - 
15°C / puis 1 heures a 0° C et enfin toute la nuit a temperature 
ambiante. Par la suite, on rajoute 400 ml de dichloromethane puis 
on opere a 3 extractions par une solution d'acide citrique a 5 % 
suivie de 3 extractions par une solution saturee en NaHC0 3 et 
enfin 3 dernieres extractions avec une solution saturee en Nad. 
Les phases organiques sont sechees avec du Na 2 S0 4 anhydre puis 
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filtrees et finalement le solvant est evapore. On recupere apres 
chromatographie 4.42 g (62 %) de undecapeptide pur. 

5 Preparation de (4) (deprotection): 

H-Val-MeLeu-Ala-(D)-Ala-MeLeu-MeLeu-MeVal-MeBmt(OAc)- 

Abu-Sar-EtVal-OH (4) 

830 mg (0.58 mmole) de undecapeptide protege (4) sont dissous 
10 dans 15 ml de dichloromethane pur. A cette solution on ajoute 
pendant 3 min. a temperature ambiante 3.2 ml d'acide 
trifluoroacetique. La reaction est suivie par une HPLC qui s'avere 
complete au bout de 1 h 30. Le solvant est evapore et le restant de 
l'acide trifluoroacetique est evapore 2 x en presence d'acetate 
15 d'ethyle. 

Le produit brut (900 mg) est purifie par chromatographic [150 g de 
gel de silice (0.4-0.63)], utilisation comme eluants de 
dichloromethane/methanol/ triethylamine ( 17:3:0.05 ) pour 
20 eluer 700 mg (95 %) de undecapeptide deprotege (4) pur. 

Preparation de (5) (cyclisation): • 
MeBmtCOAc^-EtValMZs (5) 

25 275 mg de TFFH (1.04 mmoles) sont dissous sous argon dans 3.45 1 
de dichloromethane anhydre. U undecapeptide deprotege (4) [438 
mg (0.347 mmole)] est alors dissous dans 40 ml de 
dichloromethane anhydre et 0.52 ml (3.82 mmoles) de collidine y 
sont ajoutes. Cette solution de peptide legerement basique est 

30 ajoutee goutte-a-goutte a la solution de TFFH durant 20 min sous 
argon et agitation vigoureuse. Apres 1 h 30 tout le materiel de 
depart est cyclise. Pour emprisonner l'exces de TFFH on ajoute 5 
ml d'eau puis la solution est evaporee. On ajoute 200 ml de 
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10 



15 



dichloromethane puis le tout est lave respectivement 3 x avec 
une solution 0.1 N de HC1 aqueux, 3 x avec une solution de 
saumure puis seche avec du Na£Q v filtr6 et le solvant est 
evapore. On obtient 360 mg d'une huile jaunatre. Le produit brut 
est purifie par chromatographie en gel de silice en utilisant 100 g 
de gel de silice (0.04-O.0063 mm) et 1 % de methanol dans de 
l'acetate d'ethyle comme eluant. On produit ainsi 230 mg (54 %) 
du derive (5) pur. 

Clivage du groupe acetate de MeBmt (OAc)-EtVal 4 -Cs (5) et 
production de EtVal 4 -Cs (6): 

A une solution de 700 mg (0.562 mmole) du derive de Cs (5) dans 
28 ml de Me OH on ajoute goutte-a-goutte sous argon 1.44 ml 
d'une solution 0.45 molaire de NaOCH 3 dans du MeOH (0.647 
mmole). [La solution de NaOCH 3 dans le methanol est preparee 
pax addition de sodium au MeOH pur]. La reaction est complete 
apres 48 h sous agitation a temperature ambiante. Le melange est 
amene a pH5 par addition de 50 % d'acide acetique dans l'eau. Les 
solvants sont elimines sous vide. Le produit brut est dissous dans 
200 ml d'acetate d'ethyle et extrait 2 x a l'eau. La phase aqueuse est 
reextraite avec 50 ml d'acetate d'ethyle puis les phases organiques 
combinees sont lavees 2x par une solution de saumure, sechees 
par du Na 2 S0 4 , filtrees et le solvant est evapore. 

Le produit obtenu (750 mg) est chromatographie sur 180 g de gel 
de silice (0.04-0.063 mm) en utilisant une solution 
dacetone/hexane 1:1. (fractions de 20 ml). On produit ainsi 550 
mg (82 %) de (EtVal 4 ) Cs (6). 
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Preparation de H-EtVal-Ot-Bu: 

A une suspension de 5 g (23.8 mmoles) de H-ValOtBu x HQ dans 
1 1 de trimethyloxoformiate, on ajoute sous argon 4.1 ml (23.83 

5 mmoles) de diisopropylethylamine. Au bout de 10 minutes la 
suspension devient claire. A cette solution on ajoute goutte-a- 
goutte en conditions anhydres 13.5 ml (0.24 mmole) 
d'acetaldehyde dissous dans 30 ml de trimethyloxoformiate. La 
reaction est agitee pendant 45 minutes sous argon a temperature 

io ambiante. 

En utilisant un faible vide on elimine 1'exces d'acetaldehyde par 
evaporation durant 1 h 30. A cette solution, on ajoute sous argon 
25 g (0.112 mmole) de NaBH(OAc) 3 solide. Apres 15 minutes la 
15 solution est refroidie a 0°C et on ajoute lentement 50& ml d'une 
solution aqueuse cTHCla 2%. 

Le trimethyloxoformiate est evapore sous vide et le reste de la 
solution aqueuse est dilue dans 300 ml d'eau. Cette solution est 

20 alors extraite 2 x avec 100 ml de diethylether. La phase organique 
est ensuite reextraite 3 x avec une solution de HC1 aqueux a 0.1 N. 
Les phases aqueuses recombinees sont refroidies a 0°C, puis le pH 
est amene a 9 au moyen de NaOH(2N). La solution devient alors 
trouble. La suspension aqueuse est extraite 4 x au moyen de 100 

25 ml de diethylether. Les phases organiques recombinees sont 
ensuite sechees par le Na 2 S0 4 filtrees et le solvant est f inalement 
evapore. 

42, g d'une huile jaunatre resultant de cette etape sont purifies par 
30 chromatographic en utilisant 900 g d'un gel de silice (0.04-0.063 
mm) ainsi qu'un melange cThexane/ acetate d'ethyle 8:2 comme 
eluant. On obtient finalement 3.13 g (65 %) de H-EtLeu-OtBu pur. 
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Les resultats de la table I montrent l'af finite des derives de Cs a la 
cyclophiline A dans un test ELISA competitif decrit par 
Quesniaux dans Eur. J. Immunology 1987, 17, 1359-1365. Dans ce 
test lors de l'incubation avec la cyclophiline, on ajoute a la Cs a 
tester dela Cs liee a la BSA (serum albumine). On calcule alors la 
concentration requise pour obtenir 50 % d'inhibition (Cy de la 
reaction temoin en absence de competiteur. Les resultats sont 
exprimes par l'indice de liaison IL qui est le rapport de la du 
derive et de la (J* de la CsA. Un indice de liaison (IL) de 1.0 
indique que le compose teste se He aussi bien que la CsA. Une 
valeur inferieure a 1.0 indique que le derive se lie mieux que la 
CsA, de meme une valeur superieure a 1.0 signifie que le derive 
se lie moins bien a la CyP que la CsA 



15 



TABLE I 



Substance 


Structure 


IL 


IR 


UNIL 001 


CsA 


1.0 


1.0 


UNIL 002 


MeVal 4 -Cs 


0.6 


>200 


UNIL 004 


EtVal 4 -Cs 


1.0 


>20G 


UNIL 007 


Melle 4 -Cs 


0.5 


>200 


UNIL 013 


EtILe4-Cs 


1.3 


>200 


UNIL 014 


Et Phe(4-CH 2 PO(OMe)2)-Cs 


0.5 | >^*J 



La Cs est consideree etre immunosuppresive lorsque son activite 
20 dans la reaction de melange lymphocytaire (MLR) est superieure a 
5 %. La reaction (MLR) est decrite par T. Meo dans 
"Immunological methods", L. Lefkovits et B. Devis, Eds, 
Academie Prev. N.Y.pp: 227-239 (1979). 
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Des cellules de la rate (0.5.10 6 ) provenant de souris Balb/c 
(femelles, 8 a 10 semaines) sont co-incubees 5 jours en presence de 
cellules de la rate traitees provenant de souris CBA (femelles, 8 a 
10 semaines). Ces cellules ont ete traitees par la mitomycine C ou 

5 ont ete irradiees a 2000 rads. Les cellules allogeniques de rate non 
irradiees presentent une reponse proliferative chez les cellules 
Balb/c que Ton peut mesurer par 1'incorporation dans l'ADN 
d'un precurseur marque. Lorsque les cellules stimulatrices sont 
irradiees (ou traitees a la mitomycine C ) les cellules de Balb/c ne 

io presentent plus une reponse proliferative mais conservent 
cependant leur antigenicity. La calculee dans le test de MLR 
est comparee a la CI 50 correspondant a la CsA dans une experience 
parallele. On trouve ainsi l'indice IR etant le rapport de la CI 50 
du test MLR des derives sur laCIgo de la cyclosporine A. 

15 

De la meme fa<;on que pour l'indice *de liaison (IL) pr6c6dent, une 
valeur de 1.0 pour l'IR signifie tine activite similaire a la CsA. De 
meme, une valeur inferieure signifie une meilleure activity et 
une valeur superieure a 1.0 demontre une activite du compost 
20 inferieure a celle de la CsA. 

Une valeur d'lR > 20 montre que la subtance est non- 
immimosuppressive. Les valeurs dimmunosuppression des 
derives sont donnees dans la table L 

25 

La table IE decrit le pourcentage de protection lors d'une infection? 
par le HIV d'une lignee cellulaire CEM-SS. La protection de cette 
lignee en presence d'un derive de Cs est comparee a rini#ction 
d'une lignee cultivee en absence de derive de Cs (temoin 
30 controle), Une valeur moyenne estetabliea une concentration du 
derive de 2.10" 6 molaire. La mesure de cette activite anti-HIV a et6 
effectuee par le NCI (National Cancer Institute) a Washington aux 
USA. 
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TABLE II 



Subtance 


Structure 


Pourcentage de 
protection a HIV 


UNTIL 002 


MeVal 4 -Cs 


66.4 


UNIL 004 


EtVal 4 -Cs 


74.9 


UNIL 007 


Melle 4 -Cs 


68.5 



Un meilleur pourcentage de protection a l'infection par le HIV 
5 obtenu pour le compose Et Val 4 -Cs (compare aux deux autres 
references connues pour etre 10 x meilleures que la CsA) 
demontre l'avantage de la substitution par un N-ethyle en 
position 4. Cette remarque est encore plus valable lorsque Ton 
compare l'affinite a laCyP de chaque substance. On obtient pour le 
10 derive Et Val 4 -Cs une affinite a la Cyp semblable a celle de la CsA 
(IL=1.0) alors que les derives MeVal 4 -Cs et Melle 4 -Cs demontrent 
une affinite a la Cyp superieure (IL=0.6 et 0.5 respectivement). A 
une affinite a la Cyp plus faible de EtVal 4 -Cs correspondant une 
activite anti-HIV plus forte . Ceci demontre bien la valeur de cette 
is nouvelle derivation. 
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TABLEm 



Substance 




R 2 




R 4 


Calf 


EcVal^CS 


-CKCH 
2 o 


CKOL 
2 3 


-H 


/ 

< 


c=0.07. 
MeOH 

-177 


Edlc^CS 




CK CH 


-H 




c=0.05. 
MeOH 

-204 


EcTh^CS 


-CRCH 3 




-H 


OH 

-< 




EcPhe*CS 




C 5 C 5' 


-H 




c=0.U. 
MeOH 

-159 


EcTyr^CS 






-H 


— C ^ — ° h 




McPhe*C5 






-H 


o 


c=0.06. 
MeOH 

-134 


MeTy/ts 


-CHg 




-H 




M«OH 

-95 


D-MeAI2?EtVafcs 


-CH^CH, 








MeOH 
-145 


D-MeSc^EtVat^S 






-CHOH 
Z 







FEUILLE DE REMPLACEMCMT (REGLE 26) 
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Substance 



2Q 



D-MeAl^EiPh^CS 



CK. 




c=0.06. 
McOH 

-138 



D-MeAla^-EtPhe^-CH^-PCKOMe^ 



CHCH^ 



CHC^ 



-CH_ 




D-MeSe^-EcPhe*(4-CI^-FO(OMe^ 



CH CH 
Z 3 



CHCH 
^ 3 



-CROK 




/ 



CHCH 
2 3 



CHCH 
2 3 



-CH. 




OH 



D-McScf^-EtPhe^-CH -PO(OH) 
Z 2 



CHCH. 
2. 3 



-CH OH 
2. 



A. 



EtPhe^t-CK -PO(OMe)^ 
2 £ 



CHCH. 
Z 2 



-H 




OH 




FEUILLE DE REMPLACEMENT (REGLE 26) 
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Substance 




R 2 


R 3 


** 


[a].- 20 


ctrnc ^h-^m -fvj( Url) 

2 2 


CHC^ 


ru ru 




P OH 

i 

OH 




EcPhe(4-Ci^COOMefcS 






-H 


COOMe 


c=0.l5. 
MeOH 
-160 


D-MeAl£ J -EtPhe(4-Ci^COOMcfcS 


CH CH 
Z 3 


CHCH. 
-2 ^ 


-CH 
3 


^^^^ COOMe 




EtPhc(4-CFTCOOH) 4 'CS 


CHCH 


CHCH. 
z 3 


-H 


N COOH 




D-MeAia?-EcPhe(4-Cl^COOH^bs 


CHCH 
2. 3 


CH CH 
-Z 3 




NS ^^ COOH 
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Revendications 

1) Cyclosporine de synthese caracterisee par la formule: 

x _ u_ Y — Z— Val— MeLeu— Ala (D) Ala— MeLeu— MeLeu — MeVal ■ 

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 U_ 



dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 

o U est -Abu, Nva, Val, Thr 

Y estSar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
Z est (N-R)aa ou aa={Val, He, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OGJ, 
Phe (G,), PheCH 2 (G 3 ), Tyr (OG 3 )} avec R={alkyl > CH 3 }; 
G t = {Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 

is G^CH.COOH, CH 2 COOMe(Et), CH.POCOMe)^ CHJO(OH) 2 }; 
G 3 = {PO(OH) 2 , PO(OCH 2 CH=CH 2 ) 2 , CH 2 COOH, CH 2 CCOMe (Et) }. 

2) Cyclosporine selon la revendication 1, caracterisee en ce que le 
residu Z en position 4 est (R)Val avec R > CH 3 et R < -CioH^. 

20 

3) Cyclosporine selon l'une quelconque des revendications 
precedentes caracterisee en ce que le residu Z en position 4 est 
N-ethyle-Valine. 

25 4) Composition phannaceutique contenant le compose 
caracterise par la formule: 

x _ u—y—Z— Val- MeLeu— Ala— (D) Ala— MeLeu— MeLeu— Me Val , 
I 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 1 



30 
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dans laquelle: 

X est -MeBmt ou 6,7 dihydro-MeBmt- 
U est -Abu, Nva, Val, Thr 

YestSar ou (D)-MeSer ou (D)-MeAla ou(D)-MeSer (OAcyl) 
5 Z est (N-R)aa ou aa={Val, De, Thr, Phe, Tyr, Thr (OAc), Thr (OG a ), 
Phe (GJ, PheCH 2 (G 3 ), Tyr (OG 3 )} avec R={alkyl > CH3}; 
G x = {Phenyle-COOH, Phenyle-COOMe, Phenyle-COOEt}; 
G 2 ={CH 2 COOH, CH 2 COOMe(Et), CH^OMe)^ CH^O(0¥£) 2 }; 
G 3 = {PO(OH) 2 , PO(OCH 2 CH=CH 2 ) 2/ CH 2 COOH, CH 2 COOMe (Et) }. 

10 

5) Composition pharmaceutique selon la revendication 4, 
caracterisee en ce qu'elle est associee a une solution acceptable 
au point de vue pharmaceutique. 

15 6) Utilisation de la cyclosporins selon Tune queteonque des 
revendications precedences pour la fabrication d'un 
medicament destine au traitement et a la prevention-<iu SID A. 

7) Utilisation de la cyclosporine selon la revendication 3 pour la 
20 fabrication d'un medicament destine au traitement et & la 

prevention du SID A. 
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